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上 咽頭癌 に おけ る Epstein-Barrウイ ル ス (Epstein-Barr vir u s, E BV) の 関与を , 病理組織学的に E B V遺伝子産物 を検
出す る こ と に よ り検討 した . ま た , 癌抑制遺伝子産物 p53蛋 乱 癌遺伝子産物 bcl-2蛋白の 検出も試み , こ れ らの 上 咽頭癌 へ
の 関与お よ び E B V との 関連を 検討 した . E B V がコ ー ドする核内小 R N A(E B Ve n codeds m a11 R N As, E B E Rs)お よび 初期遺
伝子 B H L Fに 対す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブを 用い て生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン (in s.
itu hybridiz atio n)を行 っ
た . ま た , 潜 伏 感染遺伝子 に コ v ド さ れ る 潜伏膜蛋 白 1 (1ate nt m e mbra n epr oteinl, L M Pl), E B V関連核 抗原 2
(E B V-a SSO Ciated n u cle ar a ntige n2, E B N A 2), 増殖 サ イ ク ル の 前初期遺伝子に コ ー ド され る BZ L F l蛋白 , p53蛋白お よ び
bcト2 蛋白 に 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い て 免疫組織化学染色を行 っ た . 上 咽頭癌56症例中 , E B E Rs 陽性 は4 6例 (82 %),
BH L F陽性は 6例(11 %), L M P l陽性は17例 (30 %), B ZL Fl蛋白陽性は18例(32 %) で あ っ た . E B N A 2 は全例で陰性 であ っ
た . 世界保健機構 の 上 咽頭癌病理組織分顆別 に は , 分化型非角化癌 で ほ32例中30例(94 %), 未分化癌 で ほ17例中16例(94 %)に
お い て E B E Rs が 陽性で あ っ た が , 扁平上 皮癌 5例お よ び腺病 2例で は E B E Rs は 陰性で あ っ た . 上 咽頭癌組織か ら P C R法
を 用 い て E B V-D N Aを増幅 した と こ ろ , 分化型非角化癌24例中22例(92 %), 未分化癌13例全例で E B V-DN Aの 検出が み られ
た が , 扁平上 皮癌 3例お よび 腺癌 2例か らは 検出され な か っ た . こ れ らの 結果か ら分化型非角化癌 と未分化癌 に お い て E B V
の 密接な 関与が証明 され , E B Vの 潜伏感染遺伝子 の 発現様式 に よ る分類 で は , 1 型で ある こ と が示 され た . bcト2 蛋白陽性は
50例(89 %) で あ っ た が , そ の 発現は L MPlの 発現に依存 して い な か っ た . 潜伏感染か ら増殖 サ イ ク ル へ の ス イ ッ チ 故能を有
す る B Z L Fl蛋白は主 に 細胞質に 発現 して お り , B H L Fの 発現がわ ず か に 散在する の み である こ と よ り , B Z L F l蛋白の 発現が
あ っ ても増殖 サ イ ク ル に は移行 して お らず , 細胞質 に 発現 した B Z L F l蛋白 は ス イ ッ チ 機能を 有さ な い と考 え られ た . p53蛋
白陽性ほ31例(55 %) で あ っ た が , そ の 発現ほ B Z L Fl蛋白 の 発現 と相関 して お り(p<0.001), 両 者の 相 互作用 が B Z L Fl蛋白
およ び p53蛋白の 機能低下をもた ら し, 発癌 の 一 因に な り う る こ とが 病理組織学的に 示 され た .
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Epstein-Barrウイ ル ス (Epstein-Barrvir u s, E B V)は , 1 964年
に Epstein と共 同研究者であ る Barrらに よ りバ ー キ ッ ト リ ン
パ 腫培菱細胞中に 発見 され た ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 科 に 属する ウイ
ル ス で ある1). 他の ヘ ル ペ ス ウイ ル ス 同様潜伏感染を特徴と し
て お り, E B V抗体保有率は 2 ～ 3歳 で70～ 80%に 達 し , 成 人
ではほ ぼ100%で ある . ヒ ト の 病因 ウイ ル ス と し て , 思春期 に
初感染す ると 伝染性単核症を起 こ す こ と が 知 られ て い る . こ の
ように ヒ ト へ の 普 遍性 を持 つ 一 方 で , E B V を 正常 ヒ ト B リ ン
パ 球に 試験管内 面 りか 0) で 感染 させ ると 芽球化 し無限増殖を
起こす こ とか ら , 造腫 瘍性 とも関連づけ られ て い る . 現在の と
ころバ ー キ ッ トリ ン パ 腫を は じめ とす る リ ン パ 球増殖性疾患や
ある種の 固形癌 へ の 関与が 考 え ら れ て い る . 固形癌 に お い て
は t 上 咽頭痛と の 関連が , 血 清抗 E B V抗体価の 上昇 な どの 血
清免疫学的手法2), サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る腫瘍組織 に おけ る
E BV-D N Aの 証弓即) な ど の 分 子生物学的方法 , 潜 伏膜蛋白
(latent m e mbr a n eprotein, LMP)や E B V関連核抗原(E B V-
as s ociated n u clear a ntigen , E B N A) な ど E B V関連蛋白に 対す
る免疫プ ロ ッ ト法4〉,E B V-D N Aに 対する生体内局所 ハ イ プリ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン (in situ hybridiz atio n,IS H)法5)等に よ り明 らか に
な っ た . さ ら に , 上 咽頭癌は粘膜下 に 浸潤 し上 咽頭原発巣が早
期 に 発見さ れ る こ と が少 ない う え に , 組織学的に 低分化型扁平
上皮癌や未分化痛が多く , 原発部位 不 明 の ま ま頸部リ ン パ 節に
転移を きた すこ とも多い . 中川飢 ほ , 上 咽頭癌 と E BV の 密接な
関連を原発部位不 明 頸部 リ ン パ 節転移癌 の 診断に 応用し , 報告
した .
j咋3 遺伝子は , D N A腫瘍ウ イ ル ス で あ る シ ミ ア ン ウ イ ル ス
(simia n vir u s, S V)40の 遺伝子 に よ り ト ラ ン ス フ ォ ー ム させ た
マ ウ ス の 癌細胞 で S V 40ラ ー ジT(1argeT) 抗原と複合体を形成
する細胞側の 蛋白質の 遺伝子 と して 単離 され た
T}
. 現 在 で は ,
♪53遺伝子は癌抑制遺伝子と して 認識 され て お り, 大腸癌
8)
, 胃
痛9) , 肺癌10), 乳癌Il)を ほ じめ とす る多く の 悪性腫瘍 に お い て ,
高い 頻度 でそ の 変異が 報告され て い る . 変異型j咋3 遺伝子産物
平成7年12月14 日受付, 平成 8年1月24 日受理
A bbre viation s :bp, bas epair; C T L, CytOtO Xic T lym phocyte; E A, early ah tigen; E B E R, E B Ve n c oded
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で あ る変異型 p53 蛋白ほ t 核 内に 蓄積 され るた め 免疫組織学的
に 同定する こ と が で き , パ ラ フ ィ ン 包嘩 標本を用い た レ ト ロ ス
ペ ク テ ィ ゲな追跡 が 可 能 で ある . そ の 一 方で , 野 生型 p53蛋白
は - D N A損傷時 に 誘導 され て細胞を Glで 停止 させ , D N A合
成前 に 修復 させ る と とも に , 修復で きなか っ た細胞 ほ ア ポ ト ー
シ ス (apopto sis) を起 こ させ て 除去す る作用も持 つ
1 2j
. bcl-2 遺伝
子ほ埴胞性 B細胞 リ ン パ 腫 に 高率 に 認 め ら れ る染色体転座 t
(14;18)(q32; q21) の 解析 に よ っ て 発 見さ れ た 癌遺伝子 であ
る13). わcト2 遺伝子は , ニ の 染色体異常 に よ っ て 免疫 グ ロ ブ リ ン
H 銀 (IgH) 遺伝子と融合 し , IgH ロ ー カ スi こ存在す る ェ ン ハ ン
サ ー に よ っ て 活性化 され 癌化 に 関与 して い る と考 え.られて い
る .
近年 , E B V潜伏感染 に 発現 され る既知 の 遺伝子産物 に 加 え ,
E B V がコ ー ドす る 核 内 の 小 R N A(E BV e nc oded sm a11
RNAs, E B E Rs)が 発見 され た . 上 咽頭癌に お ける E B Vの 関与
に つ い て I E B V遺伝子産物 に対す る プ ロ ー ブ お よび モ ノ ク
ロ
ー ナ ル 抗 体を 用 い て E B V遺伝子 の 発現状態を解明す る べ く
本研究を行 っ た . ま た , 上咽頭癌 に お け る p53蛋白の 過剰発現
の 有無お よ び bcl-2 蛋白の 過剰発現の 有無を免疫組織学的 に 検
討 し , こ れ らの 上 咽頭癌 へ の 関与に つ い ても検討 L た. な お ,
本 論文 で ほ , E B Vの 蛋 白を コ ー ド Lう る 読 み と り 枠 (ope n
re ading fr a m e, O R F) の 命 名法 ほ 通 例 に 従 い , 例 え ば
Ba mH トZ断片内の 左向きの 1番 目 の O R F は B Z L F lと表 し
て い る .
材料 お よび方法
Ⅰ . 使用材料
昭和50年か ら平成 7年の 間に 金沢大学附属病院耳鼻咽喉科に
お い て , お よ び 昭和62年か ら平成 6年の 間に 国立金沢病院耳鼻
咽喉科 に お い て 治療 した 上 咽頭癌症例の 上 咽頭 お よび 頸部 リ ン
パ 節 の 生検も し く は摘出組織で ∴組織学的に 腫瘍細胞 の 認め ら
れ る もの を 用 い た , 上 咽頭組織の 検索 しえ た もの は56例 で , 男
性が42例 , 女性 が14例で あ っ た . 年齢は1 6歳か ら85歳 で そ の 平
均は52.4歳 で あ っ た . 頸部リ ン パ 節組織の 検索 しえ た もの は18
Fig･1･ The M icr oProbe
T M
system ･ T he ap par atu s c o n sists
｡f a slide stain er u nit(A), V ariable te mper atu rein c ubator
例で , う ち16例 は上 咽頭原発巣も検索 しえ た . 組織ほ い ずれ も
1 0%ホ ル マ リ ン 溶液 で 固 定 し , パ ラ フ ィ ン に て 包哩 した もの を
用 い た . 病理 組織像 は世界保健故構(W orld He alth Orga niz aト
io n, WHO) の 上 咽 頭癌 分煩
1現 に て 行 い , 臨 床 病期 分類 ほ
UIC の T N M分輯15一に 従 っ た . 臨床背景因子を検討する際,
臨床病期の T因子 を 腫瘍 が 上 咽頭 内に と どま る か 否 か に よ り
Tlと T 2 お よ び T 3と T 4に わ け こ れ を T 因子 A分類 と し
た . 一 方 , 腫瘍 の 頭蓋底浸潤が予後不良因子の 一 つ で ある16)こ
と か ら , 頭蓋庶浸潤 の な い T l と T 2 と T 3 お よ び頭蓋底浸潤
の ある T 4に わ け これ を T 因子 B 分塀 と した .
Ⅱ . 病理組織学的検討
1 . マ イ ク ロ プ ロ ー ブ シ ス テ ム の 使用
ISH, 免疫 組織化学染色 とも Park ら17一, Re ed ら18)お よ び
Ie zz o ni ら
Ig-の 方 法 に 準 じ て マ イ ク ロ プ ロ ー ブ シ ス テ ム
(M icr oProbe
T M
syst e m) (Fishe rScie ntific, Pittsbu rgh, U S A) を
用い て 行 っ た (図1). ス ラ イ ド グ ラ ス と して プ ロ ー ブ オ ン プラ
ス (Pr obeOn Plu s
T M)(FisherScie ntific) を 用い ∴組織面を向か
い 合わせ る よ うに して対 に す る こ と に よ り 150/上m の 間隙 を形
成 し , 毛細管現象を利 用 し て 同部 に お い て 後述す る条件に よ っ
て 反応を 進め た (図 2). パ ラ フ ィ ン 包埋組織 か ら 紬 m 厚の 切
片を 作成 した .
2 . 生体内局所 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
キ シ レ ン (和光純薬 , 大阪) と へ モ デ (Hem o De)(藤沢薬品,
大阪)を 1 : 3 に 混合 した 溶液に 100ヒ 2分, 4 回反 応させ て脱
パ ラ フ ィ ン を 行 っ た 後100% エ タ ノ ー ル に て 6 回 洗浄 した . つ
い で ペ プ シ ン (Bio m eda, Fo sterCity, U S A)に て1 00 ℃ 2分30秒
反応させ た . プ ロ ー ブ に は フ ル オ レ ス セ イ ン イ ソ チ オ シ ア
ネ ー ト (flu or es c ein is othiocya n ate, FI T C) 標識 E BV (E BE R)
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド(D A K O, Glo str up,De n mark) を25倍に 希釈
し て , ま た FIT C標識 E B V (B H L F)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
(D A K O) を25倍 に 希釈 して 使用 し , 100 ℃で 4分 , 80 ℃で 6分,
65 ℃で1 2分 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た . ア ル カ リ フ ォ ス
フ ァ タ ⊥ ゼ 標識抗 FIT C抗休(50倍希軋 D A K O)を45 ℃で10分
反応 さ せ た 後 , 発色基質 と し て ナ フ ト ー ル A S-M X リ ン 酸
(n apht oI A S M Xpho sphate) と フ ァ ー ス ト レ ッ ド T R色素
(fa st r ed T Rs aIt) を 1 : 1 で混合 した N A S F R T R(Re se arch
(B)a nd a slide holder(C)･ A slide stain e r u nit co ntain s Fig･ 2･ Capillary
-a Ctio n･ Tw o ProbeOn
T M
gla s s slide sfor m a
e n o ugh v olu m e(1 00ml)r e age nt w e11s (ト8)･ an abs orbe nt 1 50pm
- Wide c apilla ry chan n el･ Capilary
-
aCtio n cha n n els
pad(9)a nd s m a1 volu m e(150FLl)r e age ntis olator s(10
-1 2)･ ar efiued with the ap pr opriate r e age nts･
1in e ;L M P, 1ate nt m e mbra n eprotein; LS A B, 1abeled strepta vidin biotin; O H L, O r al h airy leukoplakia; O R
F･
ope n re ad ingfra m e; S V, Simian vir us; V C A, Vir al capsidantige n; W H O, W orld He alth Orga niz ation
上 咽頭癌に おけ る E B V, p53, bcl-2
Ge n etic s, Hu ntsvi11e, U SA)を使用 して45 ℃で1 0分反応 させ た ･
核染色は へ マ ト キ シ リ ン に て 行 っ た ･ 封入 に ほ ク リ ス タ ル マ ウ
ン ト (Crystal/Mo u nt)(Re s e arch Ge n etics)を使用 した ･ 判定ほ
定性的に 陽性と陰性 に 分現 した ･
3 . 免疫組織化学染色
免疫染色 ほ標識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
ー ビ オ チ ソ (labeled
streptavidin biotin, L S A B) 法に て ス ラ イ ドグ ラ ス 上 で 行 っ た ･
上述の キ シ レ ン と へ モ デ の 混合液を使用 して85 ℃ 3分 で 3回 脱
パ ラ フ ィ ン を 行 っ た 後 ▲ 100% エ タ ノ ー ル に て 6 回 洗浄 した .
p53蛋白お よ び bcト2 蛋白に 対す る免疫染色の 際に は マ イ ク ロ
ウ エ ー ブ 処理 を 4分 2 回行 っ た . エ ン ド/ブ ロ ッ カ ー (EDdo/
Blo cker) 液(Biom eda)を メ タ ノ q ル で 6倍 に 希釈 した溶液を使
用して50 ℃ で 6分間内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活性 を 阻止 した
後, 非 特異的反応 を阻止す る た め に プ ロ テ イ ン ブ ロ ッ カ
ー
(Pr otein Blo cke r)(Re s e arch Ge n etic s)を50 ℃で 6分間反応させ
た . つ い で 1 次抗体を50 ℃で1 5分間反応さ せ た . 1次抗体に は
い ずれ もモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と して , 抗 L M P l抗体 (C S ト4,
25倍 希釈 , D A K O), 抗 E B N A 2抗体 (P E2, 2 5倍 希釈 ,
D A K O), 抗 B Z L F l蛋白抗体(B Z. 1, 25倍希釈 , D A K O), 抗
p53蛋白抗体(D O-7, 5 0倍希釈 , D A K O), 抗 bcト2 蛋白抗体
(Clo n e124, 40倍希釈 , D A K O) を使用 した . 2次抗体 に ほ ユ ニ
バ ー サ ル ニ 次抗体(Univ ers al Sec o ndary Antibody) (Re se ar ch
Ge n etic s) を使用 し て50 ℃ で 6分反応 させ た . ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ標識 ス ト レ プ ト ア ピジ ン (Re se a rch Ge n etic s) を50 ℃ で 6分
反応させ た後 , 3 , 3
, ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3, 3
'
-dia min ob-
enzidin e, D A B) を 使用 して50 ℃ で1 0分発色反応を行 っ た . 核染
色は ヘ マ トキ シ リ ン に て行 っ た . 封入 に は ク リ ス タ ル マ ウ ン ト
を使用 した . 判定は 定性的 に 陽性 と陰性 に 分類 した . p53蛋白
は腫瘍組織の 一 部 で も染色 され て い る場合に , 同部に お い て 染
色され た細胞の 割合に よ り1) 5% 未満, 2) 5% 以上1 0% 未
満, 3)10% 以上50% 未満, 4) 50% 以上 に 分額 しそ れ ぞれ を
0 , 1 , 2, 3 と ス コ ア 化 した . ス コ ア 0 , 1 を陰性 , ス コ ア
2 , 3を 陽性 と判断 した . bcl-2 蛋白は染色の 濃淡に よ り, 1)
陰性, 2) 弱陽性 , 3) 中等度陽性 , 4) 強陽性に 分類 しそ れ
ぞれ を 0 , 1 , 2 , 3 とス コ ア 化 した . ス コ ア 0を 陰性 , ス コ
ア 1 , 2 , 3 を陽性 と判断 した .
4 . 免疫 二 重染色
p53蛋白と bcト2 蛋白 の 二 重染色 ほ , 先述 の 手順 で ま ず抗
bcト2 蛋白抗体を使用 して ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識 L S A B法に よ
り 3- ア ミ ノー 9-エ チ ル カ ル バ ゾ M ル (3-a min o, 9-ethylc arba zole,
A E C)にて 発色さ せ た後 , 0.1 Mグ リ シ ン 塩酸緩衝液(pH 2.2)を
用い て 途中で 緩衝液を 2 回交換 しな が ら 3時間 ビ ー カ ー 中で 携
絆し, そ の 後抗 p53蛋白抗体を使用 して ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 標識 L S A B法に よ り, 5 ブ ロ モー 4- ク ロ ロ 3ー イ ン ド リ ル リ ソ
酸/ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム (5-br o m oq4-Chloro-3-indoIyl
phosphate/nitroblu etetr az oliu m, BCIP/N B T)(D A K O)に て 発
色さ せ た . p53蛋 白 と bcl-2 蛋白 の 染色性 に よ り a) bcl-2
蛋白の 染色 され る範閃が p53 蛋白 の 染色 さ れ る 範囲 を含ん で
い るもの , b)bcl-2蛋白の 染色 され る範囲と p53蛋白の 染色
され る範囲が ほ ぼ 等 しい も の , C) p53蛋白の 染色 され る 範囲
が bcト2蛋白の 染色 され る範閏を含ん で い るもの , d)bcl-2蛋
白の染色され る範囲と p53蛋白の 染色され る範囲 が全く異 な
るもの , e) bcト2 蛋白 の 染色 され る範囲と p53蛋白の染色 さ




パ ラ フ ィ ン包埋組織からの D N Aの抽出
1検体に つ きパ ラ フ ィ ン 包壇観.織を 厚さ 3/∠m に 薄切 した 切
片を , 上 咽頭鮭織は紅綬 の 大き さ に応 じて 5 ～ 10枚 , 頸部 リ ン
パ 節 は1枚使用 した . キ シ レ ン , エ タ ノ ー ル に よる脱 パ ラ フ ィ
ン を行い 風乾 させ た 後, 標本 に 氷冷 した 0.1 M NaCl, 1m M E D-
T A を含む 10m M Tris-H Cl緩衝液(pH 7.5)を 加えて よく混合し
た ･ つ い で1 0% S D S を1/20容量加 え , さ らに 10m g/m トの プ
ロ テ ィ ナ ー ゼ Ⅹ (和光) 溶液を1/100容量加え5 0 ℃ で2 4時間イ
ン キ ュ べ - シ ョ ソ を行 っ た . フ ェ ノ ー ル , ク ロ ロ ホ ル ム , イ ソ
ア ミ ル ア ル コ ー ル を25:24: 1の 割合で混合 したもの に て 3 回
抽出を行 っ た 後 , 5 M NaCl を 3/50容量加え, つ い で 2倍 量の
100% エ タ ノ ー ル を加 え エ タ ノ ー ル 沈澱を行 っ た . 沈渡を70%
エ タ ノ ー ル に て洗 浄 した後, 1m M E D T A を含む 10m M Tris-
H Cl緩衝液(pH8.0)に 溶解 し , 4 ℃ で保存 した . DNA の 濃度は
260n m の 吸 光度を 測定 し求めた .
Ⅳ . P C R法
鋳型 D N A Ip gに 対 して 10× P C R反応緩衝液 (1 00m M TrisT
H Cl, PH 8.3, 500m M K Cl, 15m M MgC12) 5iEl, d ATP, dGTP.
d C T P, d T T P各 1 0pM, TaqD NA ポリ メ ラ ー ゼ1.25単位 , オ
リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ラ イ マ ー 各 日上M(プ ラ イ マ ー を 除きい ずれ
も宝酒造 , 京都) ずつ 加え , 滅菌蒸留水 を 加え て合計 5恥1 と し
た . 蒸発防止の た め ミ ネ ラ ル オ イ ル (Perkin Elm er, Br a nchb-
urg, U S A)75pl を重層 し , P R O G R A M TE M P･ C O N T R O L
S Y S T E M PD-700(ア ス テ ッ ク , 福 岡)を 使用 して , 93 ℃で 3分
間熱変性さ せた 後 , 93 ℃ で 2分間の 熱変性, 54 ℃で 2分間の ア
ニ ー リ ン グ , 72 ℃で 1 分の D N Aの 伸長を 1 サ イ ク ル と して30
サ イ ク ル 行 っ た . プ ラ イ マ ー と して , E BV-D N ABa mH l-W 領
域1 22塩基対(ba s epair, bp) を 特異的に 増幅する プ ラ イ マ ー
T C 60, T C 61(Pe rkin Elm er) お よび β一グ ロ ビ ン D N A 262 bp を
特異的に 増幅する プ ラ イ マ ー K M 29, K M 38(宝酒造)を使用 し
た . P C R反応後 , 1pg/ml ェ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ドを含む 2% 7
ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動を行 い , 紫外線照射に て 増幅 された
D N A断片 を検出 した . D N Aサ イ ズ マ ー カ ー と し て ほ
¢Ⅹ174/Ha eⅢ ダイ ジ ェ ス ト ( 宝酒造) を用い た .
Ⅴ . 杭 E BV 抗体価の測定
抗 E B V粒子 抗原(viralcapsid a ntige n, VC A)抗体価 . 抗早
期抗原(e arly a ntige n, E A)抗体価, 抗 EB NA 抗体価を測定 し
た . 結果は , 森f
20) の 基準 に 従 い , 抗 V C A-1gA 抗体価 , 抗
E A→IgA 抗体価 とも≧ 1 :10 を陽性と した .
Ⅵ . 統計学的処理
各臨床背景因子群に お ける E B E Rs,B H L F, L M Pl, B Z LFl蛋
乱 p53 蛋白 , bcI-2 蛋白 の 各 々 の 発現 の 検定 およ び こ れ ら の
E B V遺伝子産物 , p53蛋白 , bcト2 蛋白間の 発現の 検定に は カ
イ ニ 乗(ズ2) 検定を 用 い た . p53蛋白お よ び bcト2蛋白の ス コ ア
は 平均値 土標準偏差で 示 し , 有意 差検定 に は , 2 群 問 で ほ
M a n n- W hitney U 検定を用 い , 3群間で ほ Kr u skal-W alis 検定
を用 い た . い ずれ も p<0.05を 有意差ありと した .
成 績
Ⅰ . 上咽頭癌の病理組織像
上咽頭扁平上皮痛を角化 の 有無 , さ ら に 非角化 の もの を分化
度 に よ り 二 つ に わ け , 1) 扁 平上 皮 癌 (sdu a m o u sc e11
c arcin o m a., W H O-1 と表記), 2) 分化型非角化癌(differe nti
-
ated n o n-ker atinizing c ar cin o ma, W HO
-2 と表 記), 3) 未分化
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Fig. 3. Squ a m o u s c ellca.r cin o m a(W H Otype l) of the
nasopharynx , T he tu m o r cels sho w squ a m o u sdiffer e ntia-
tio n with the pr e se n c e of interc ellula.r bridges and
ker atiniz atio n. H Estaining. Sc ale barindic ates 50FLm .
Fig.4. Differ e ntiated n o n-ker atinizing c ar cin o m a(W H Oty pe
2)ofthe n as opha ryn x. T he tu m or c ells ha v e w eu defin ed
C eIlm argln S a nd sho w an arr a nge m e nt thatis str a,亡ified or
PaVe m e nted. T he tu m orgr o w sin c o m m o nple xifor m
patte r n a nd la cks keratinizatio n･ H Estaining･▼ Sc ale bar
indic ate sl OOpm .
Fig･ 5･ Undiffer e ntiated c ar cin o m a(W H Otype 3) of the
na s opha ryn x. T he tu m o r c ells ha v e o v al v esic ular n u clei
a nd pr o min e nt n u cle oli with indistin ct c ell m argin s.
In王iltratio n of n or m al lym pho cyte sis ob vio u s･ H Estainlng.
Sc ale barindic ate s50iLm .
Fig. 6, P hoto micr ograph of in situ hybridiz ation with
E B E Rs oligo n u cle otides pr obe. Po sitiv e r e a ctio n is
obser v ed in alm ost alltu m or c ells n ot in lym phocytes.
Co u nterstain is n ot perfor m ed. Sc ale ba rindic ates50 pm .
Table l. Expr essio n of E B Vge n e s a nd pr otein s. p53pr otein a nd bcl･2 protein in 56prim a r)
r
n aSOPha r〉nge alc a r cin o m a e a s e s
Clin c al No . of
fa cto r s c a ses
No . ofpo sitiv e c a s e s
















































































≡]N S■ 13]N S･ 呂
夏]N S書§]NS･§
芸3]N S+ 芸]N S･ 呂]N S■ 3
苧g]N S♯ ‡]N S* 1莞]N S･ 3
三塁]N S† 2｣N S* 1占]NS書 3
42]N S嘉 雪]N S･ 1岩]N S･ 3
･
2雪]p<0･001 訂N S･ 13]N S賽 呂





0.0 0±0.00]N S璃N S雄離]NS…
1f]N S蠣 壬喜]NS
亭
主:孟≡壬:壬≡]N S= Sg]N S* 壬:苧…≡冒:3S]N S
■■
1喜]N S･ 2喜]NS* 壬:喜§…壬:喜]N S* *…芸]N S* 壬:言喜≡2:呂呈]N S■*
1喜]N S･ 墨去コNS★ 壬:詣≡壬:壬喜コN S* ■主;]NS* 圭:言喜…壬:38]N S■■
1言]N S･ 2§]N S* 壬:苧芸≡壬溺]N S･ - iS]N S･ 圭:書ほ?:28]N S* +
1去]NS† 1喜]N S* ･壬:喜2…圭霊]NS榊 2a]N S* 茎:≡王≡吉:去S]N S巾
Pr etreatm ent E B Vtiter s w e r e rn eas u r ed in 35c as es .*chi･Squar e te St.
巾 M a n n一 Wh itn ey U test.
… K ru skal,W allis te st. N S, n Ot Signiac a nt. E B ERsand
B H L Fw e redetected b)▼ Jn s!ft(h)▼dridization . L M P l. E B N A 2. B Z LFlprotein , p53pr otein a nd bcl･2proteinw e r edete cted byim m unohisto chemistry
･
上 咽頭癌に お ける E B V, p53, bcト2 191
癌(u ndiffer entiated c arcin o m a, W H O-3 と表記)の 3型 に
した . W H O-1 ほ 大小の 胞巣を形成 しつ つ 増殖する腫瘍細胞 に
角化傍向お よび 細胞間橋と い う明瞭な扁平上皮 へ の 分化 が認め
られ るもの で あり , 今回 検討 した56例中5例(9 %)で あ っ た(図
3). W HO-2 は腫瘍細胞は勾配の ある層形成や比較的大型 の 胸
巣を形成 し分化傾向ほ認め るもの の ‥ 光顕的 に は 扁平上 皮と し
て の 分化の 特徴 は明 らか で ほ なく , W H O-1 に 比 し問質 の リ ン
パ 球浸潤ほ強く , 56例 中32例(57 %) で あ っ た (図4)･ W H O-3
は 一 個々 の 腫瘍細胞 ほ円形ない し楕円形 の 核を 有 し腫瘍細胞間
に 複雑に 存在す る著明なリ ン パ 球浸潤 を伴うも の で ある . 腫瘍
細胞が不 凍則な が らや や 境界明瞭な巣状構造 を形成 し豊富な リ
ン パ 球性問質で境され る従来の リ ン パ 上皮腫 の Rega ud 塾と呼
ばれた もの や , 腫瘍細胞 に ほと ん ど相互接着債向ほ なく び ま ん
性に さ らに 著明な リ ン パ 球 を主 体と した 浸潤細胞 と混在 し つ つ
増殖する従来の リ ン パ 上皮腫の Schmin cke 塑と 呼ばれ た もの ,
さら に 腫瘍細胞の 大部分が束状に増殖す る ような細胞で占め ら
れ る い わ ゆる紡錘細胞癌(spindle c ellc ar cin o m a) が 含 まれ ,
56例中1 7例(30 %)で あ っ た (図5). 上 咽頭に 発生す る上 皮性悪
性腫瘍に は扁平上皮癌の 他に 稀 に腺痛も認め られ, 今 回 の 検討
では56例中2例(4 %) で あ っ た .
Fig. 7. Photomic rogr aph of in situ hybridiz atio n with B H L F
Oligo n u cle otides pr obe. Po sitiv e re action is obs er v ed in
O nly a fe w tu m or c eus (arr o w). Sc ale barindic ate s50
〃m .
Fig･8･ P hotomicr ogr aph of im m u n ohisto chemic al staining
u sing a nti-LM Pl m on o cIonal a ntibody. Cytopla s mic
Staining is obs erved in tu m or c ells (a rr o w s). Sc ale bar
indicates50pm .
Ⅰ . 各臨床背景因子との 関連(表1)
1 . 生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
1) E王∋E Rs
E B E Rs は腫瘍細胞の核に 一 致 してみ られ , ほ ぼ す べ て の 腫
瘍細胞が陽性で あ っ た が , 浸潤す る リ ン パ 球に ほ み られな か っ
た ( 図6)･ E B E Rs は 上 咽頭原発巣56例中46例(82 %) で陽性 で
あ っ た ∴組織型別 に は W H O-1 ほ 5例 す べ て が 陰性 で あ っ た
が , W H O-2 は3 2例中30例(94 %) で , W H O-3 は17例中16例
(94 %)で 陽性 であ り, 腺病は 2例とも陰性であ っ た , W H O-1 と
W H O-2 の 問お よ び W H O-1 と W H O-3 の 間に 有意差 を認め
(p< 0.001), また W H O-2 と腺病 の 問お よ び W H O-3 と腺病の 間
に も有意差 を認め た (p< 0.02). 男女別 に は 男性4 2例中3 6例
(86 %), 女性14例中10例(71 %)で あ り, 有意差は な か っ た ∴T因
子A 分類 で は T 3 + T 4群で陽性例の 多 い 傾向が , T因子B分類
で は T 4群に陽性例が多い 傾向が あ っ た が有意差 は なか っ た .
N 因子は リ ン パ 節転移 の な い N O群 と リ ン パ 節 転移 の ある
N ト3群の 2群に 分けて検討 した . N O群と Nl-3 群の 陽性率は
ほ ぼ 等 しく有意差 はな か っ た . M 因子 に おい て ほ , Ml 群ほ 全
例 E B E Rs 陽性 で あ っ たが 有意差 ほ なか っ た . 血 清抗 E B V抗
体価 ほ35例 に お い て 検索 さ れ , 抗 体価 陽性例26例 は 全例
Fig.9. P hoto micr ograph of im m u n ohisto chemic al staining
using anti-B Z L F lm o n oclo n al a ntibody. Cytopla smic
Staining is obs er v ed in tu mo r ce11s (arrow s). Scale bar
indic ated 50JJm .
Fig.12. Photomicrograph of do uble im m u n ohisto chemic al
staining for both p53(pu rple) and bcト2 (red)･ Double
po sitiv e c ells are obse rv ed (a rro w s)･ Scale barindicate s
l OO〟m .
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E B E Rs が 陽性 で あ っ た が , 抗 体 価陰性例 で は 9 例 中 2例
(22 %)の み が E B E Rs 陽性で あり , E B E Rs の 発現 と抗体価 の 上
昇 に相関がみ られ た (p< 0･001).
2) B H L F
B H L Fの 発現は E BE Rs に 比 しきわ め て弱くか つ わ ずか に 散
在 して み られる の み で あ っ た (図7). 56例 中6例(11 %)に お い
て B H L F を陽性と判断 した . 狙織塑別 に ほ W H O-1 で は 5例す
べ て陰性であ り , W H O-2 で は32例中4例(13 %)が , W H O-3 で
は16例中2例(1 3 %)が 陽性であり , 各艇 織塑間 に 有意差 は な
か っ た . ま た 抗体価陽性例26例中 4例(1 5 %)が 陽性で , 抗体価
陰性例は 9例す べ てが 陰性であ り, 抗体価 と B H L Fの 発現忙
は相関ほ なか っ た . さ らに抗体価を 抗 VC A-IgA. 抗 E A-IgA
とも に40倍以上 の 強陽性群 と そ れ 以外 の 弱陽性群 と に 分け る
と , 強陽性群で は1 2例中4例(33 %), 弱陽性群で は1 4例す べ て
が陰性 で あ り , B H LF の 発現はす べ て 強陽性群 で あ っ た が有意
差は なか っ た (p = 0,08).
2 . 免疫魁織化学染色
1) L M PI
L M P l は一 部 の 腫瘍細胞の 細胞膜 に 認め られ た( 図8). 56例
中17例(30 %)が陽性 であり ∴組織塑帥 こほ W H O-1 で は 5例す
べ て が陰性で あり , W E O-2 で は32例中 9例(28%), W H O-3 で
は17例中8例(47 %)が 陽性であり腺病の 2例は い ずれ も陰性 で
あ っ た ∴ 組織塾間に有意差は な か っ た . 男女間に も有意差 ほな
か っ た . T因子 A 分類 , T因子B 分類 とも T困子の 進行に よ り
陽性率が低下す る傾向がみられたがい ずれ に お い て も有意差ほ
なか っ た . N 因子で ほ N ト3群に お い て陽性率が低下す る傾向
が みられた が 有意差ほ な か っ た . M 因子で は M l群 は 4例 とも
陰性 であ っ た が 有意差は な か っ た . 抗体価陽性例 で は26例中10
例(38 %)が 陽性であ り , 抗体価陰性例ほ全例が陰性 で あ っ た が
有意差 ほなか っ た (p= 0･07).
2) E B NA 2
E B NA 2は全例 に お い て 陰性で あ っ た .
3) B Z L Fl蛋白
B Z L F l蛋白 は腫瘍の 胸巣に 一 致 して細胞質に認 め られ た(図
9). ま た ごく 一 部 の 細胞で は核 にも認め られ た . B Z L Fl蛋白
は56例中18例(32 %)で陽性であ り, 組織塾別 に は W H O
-1 で は
Fig.10. P hoto mic rogr aph of im m u n ohistoche mical stain ing
u sing a ntトp53 rnon o clo n al a ntibody. Both inte n siv e
n u cle ar a c c u rn latio n (wi de a rrow) a nd w e ak n u cle ar
accurnula.tio n(n arr o w arr o w)a re obs er v ed in tu m o r c ells.
Co u nter stain is n ot perf,Or m ed. Scale barindic ates lOO
〃m ･
5例 す べ て が 陰 性 で あ り , W H O-2 で は3 2例 中1 0例 (31 %),
W H O-3 で は17例中 8例 (47%) が 陽性 であ っ た が 有意差 は な
か っ た . 男性 で は4 2例中1 7例 (40 %), 女性 で ほ 1 4例中 1例
(7 %) の み が陽性 で有意差を認め た (p<0･05). T困子A 分類 I
T 因子 B分析 い ずれ に お い て も有意差 ほ なか っ た . N 因子, M
因子に お い て も有意差は な か っ た . 抗体価陽性例 で は26例中11
例(42 %)が陽性 であり , 抗体価陰性例 で は 9例す べ て が陰性で
あ っ た が有意差 ほ なか っ た (p = 0･05).
4) p53蛋白
p53蛋白は核内に 陽性 シ グ ナ ル が認め られ た (図10)･ 胞巣全
体が 染色 され る例もあ っ た が , 胞巣 内に陽性細胞 が散在 して,
時に 密集 して 島状 に 存在する例が多か っ た . また 同 一 胸巣内に
お い ても濃く染色 され る細胞や淡く染色され る細胞 が存在 した
が , と も に 陽性 と 判定 した . p53蛋白陽性例 は 56例 中31例
(55 %)で 平均 ス コ ア は1 .55 であ り ∴組織型別 に は W H O-1 で ほ
平均 ス コ ア が1.00, 5例 中1例(20 %) が 陽性 , W H O
-2 では平
均 ス コ ア が1 .5 9, 32例 中19例 (59 %) が陽性 , W H O-3 で は平均
ス コ ア が1.82, 17例中11例(65 %)が 陽性 で あ っ た . 腺病の 2例
ほ い ずれ も陰性.
であ り , 扇 平上 皮痛 で発現 が減弱す る傾向が
あ っ た が 平均ス コ ア , 陽性率と も各阻織型間に有意差 はな か っ
た . 男女間 に 平均 ス コ ア , 陽性率 とも有意差は な か っ た . T因
子A 分析 , T因子 B分類 とも各群間に平均 ス コ ア , 陽性率とも
有意差 は な か っ た . N 因子に お い て N O群の ス コ ア が 高い 儒向
に , M 因子 に お い て は Ml 群 に 発現 が多 い 傾向が み られ たが各
群間に平均 ス コ ア , 陽性 率とも有意差 ほなか っ た . 抗体価陽性
例 の 平均 ス コ ア は1.50で27例中15例(58 %)が陽性 であり , 抗体
価陰性例 の 平均ス コ ア ほ1.56 で 9例中 4例 (44 %) が 陽性であ
り, 平均 ス コ ア , 陽性率 とも有意差は な か っ た .
5) bcl-2 蛋白
bcl-2 蛋白は 核外膜か ら細胞質 に か けて染色 さ れ た ( 囲11)･
胸巣 ごと に 大 きな 島状 に 染色 され る こ とが 多か っ た . 正常呼吸
上 皮の 基底細胞層 や浸潤 リ ン パ 球 に も み られ る こ ともあ っ た ･
bcl-2 蛋白の 平均 ス コ ア ほ1. 70 で56例中50例(89 %) で 陽性で
あ っ た . 組織型別 に は W H O-1 で は平均ス コ ア が1.80で 5例す
べ て が陽性で , W H O-2 で は平均 ス コ ア が1. 7 5で32例中29例
(91 %) が 陽性で , W H O-3 で ほ平 均ス コ ア が1.65 で17例中14例
(82 %)が 陽性であ っ た . 腺病 は 平均 ス コ ア が1.00 で 2例とも陽
性であ っ た . 各組織塾間に 平均 ス コ ア , 陽性率 とも有意差ほな
Fig･11･ Photo micr甲raph of im m u n ohisto che mic al s
taining
u sing a ntトbcl-2 m o n o clo n a.la ntibody. Cytopla smic staining
is obs er v ed in tu m or c ells (arr o w s). Co u nterstain is not
perfo r m ed. Scale barindic ate slOOpm .
上 咽頭癌に おけ る E B V, P53, bcト2
か っ た . 女性は14例すべ て が 陽性 で あ っ た が , 男女間に 平均 ス
コ ア , 陽性率と も有意差 ほな か っ た . T 因子A分類 , T医子 B
分類 , N因子 , M 因子の い ずれ に お い て も, 各群間に 平均 ス コ
ア , 陽性率 とも有意差ほ なか っ た . 抗体価陽性例 で ほ 平均ス コ
ア は1 .57で26例中21例(81 %)が 陽性 で , 抗体価陰性例 で は平均
ス コ ア ほ2.11で 9例すべ て が 陽性 で あ り , 抗体価陰性例で ス コ
ア が高い 傾 向に あ っ た が 平均 ス コ ア , 陽 性率 と も有意差ほ な
か っ た .
Ⅲ . 上咽頭原発巣 と頸部転移 リ ンパ 節 との 比較
頸部リ ン パ 節転移を認め たもの の うち1 8例で 検討が 可 能で あ
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り , うち16例は上 咽頭原発巣もあわ せ て検討で き , 残 りの 2例
ほ頸部 リ ン パ 節 の み 検討できた . そ こ で以下の 検討ほ こ の16例
を対象と した (表2 , 3). 上 咽頭癌は初診時に すで に 頸部リ ン
パ 節転移をきた して い る こ と も多く , ま た原発巣の 根治治療後
に 頸部 リ ン パ 節に 再発す る こ と が多く, 16例を 両者に 分顕する
と , 未 治療例 9例 , 再発例 ほ 7例 で あ っ た . 組 織 型別 に は
W H O-1 が 1例, W H O-2 が1 0例 , W H O-3 が 5例 で あ っ た .
E B E Rs は1 6例中13例(81 %)に お い て陽性で あり, W H O-1 の 1
例は 陰性 で あり , W H O-2 は10例中g例(gO%), W H ON3 は 5例
中4例(80 %)で あ っ た . ま た16例の うち , 原発巣, 頸部転移 リ
Table 2･ Expr esio n ofEBV gen es a nd protein s, P53pr otein a nd bcl･2 pr otein in prim a ry n as ophary ge al
CarCino m aa nd m eta static c er vic al lym ph n ode s
Expr es sio nin
Na sopha ryn x Ce rvical L N
No. of c a se s
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Table 3･ Expre ssio n of E B Vge n e s a nd pr otein s, P53pr otein a nd bcl･2protein in prl m ary naS Opharynge alc ar cin o m a a nd in
m etastatic c e rvic al Iymph nodesin u ntr e ated c a se s a nd in r ec ur re nt c as es re sp ctively
Cas es
No . of
Lo c atio n
No. ofpo sitive c a se s
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Table 4. Co rr elatio nbetw e e nE B Vge n e s a nd pr otein s, P53 pr otein a nd bcl･2 pr otein e xpr essio nin 5 6prl m a r)
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ソ パ 節 とも陽性で あ っ た もの ほ13例 , と もに 陰性 で あ っ た もの
3例で あり , 原発巣 と頸部 リ ン パ 節 の 間 で 異な る 例 は な か っ
た . 表 に 示 す よ う に , 同 一 症例 の 上 咽頭原発巣 と頸部転移 リ ン
パ 節 で の 発現が , E B E Rs ほ 完全 に 一 致 し, B H L Fも ほぼ 一 致
した が , L M Pl, B Z L F l蛋白 , p53蛋白 , bcl-2蛋白は 一 致 しな
い 例が各 々 9例 , 4例 , 4例, 5例み られ た . こ れ ら を , 未治
療例と再発例 に わ けて み て も同様 の 煩向 で あ っ た . 末治療例 の
L M P lの 発現 お よ び再発例で の p53蛋白 の 発現が原発巣 と頸
部転移リ ン パ 節 の 間で 異なる傾向に あ っ た が 有 意差 は な か っ
た .
Ⅳ . E B V遺伝子産物 , p53蛋白 , およぴ bcl-2蛋白 の発現の
関連(表4 , 表 5)
1 . E B E Rs と B H L F
B H L F が陽性の 6例ほ い ずれ も E B E Rs が 陽性 で あ っ た . 両
者 の 発現に 相関は なか っ た .
2 . E B E Rs と L M P I
L M Pl が陽性の1 7例は い ずれ も E B E Rs が 陽性 で あ っ た . わ
ずか の 差で 両者 の 発現 に 相関ほ な か っ た (p = 0.05).
3 . E B E Rs と B Z L Fl蛋白
B Z L F蛋白 1 が陽性の18例ほ い ずれ も E B E Rs が 陽性 で あ っ
た . 両 者の 発現に 相関を認め た (p<0.05).
4 . E B ERs と p53 蛋白
E B E Rs 陽性群の P53蛋白平均 ス コ ア は1.70 であり , 陰性群
は0.90で あ り, 陽性 群が有意 に 高か っ た(p< 0.05). 定性的に 検
討 しても両者の 発現に 相関 を認め た (p<0.05).
5 . E B E Rs と bcト2 蛋白
E B E Rs が 陽性 で bcl-2 蛋白も陽性の 例 が40例(71 %) を 占め
野
た . E B E Rs 陽性群の bcト2平均 ス コ ア と陰性群の 平均ス コ ア に
有意差は な か っ た . 両者 の 発現 に も相関は な か っ た .
6 . B H L F と L M P l
両者の 発現に 相関ほ な か っ た .
7 . B H L Fと B Z L Fl蛋白
両者 の 発現 に 相関ほ な か っ た .
8 . B H L F とp53蛋白
B H L F陽性群と陰性群の p53蛋白平均ス コ ア に 有意差 は な
か っ た . 両者の 発現に 相関は な か っ た .
9 . B H L Fと bcl-2 蛋白
B H L F陽性群 と陰性群 の bcl-2蛋白平均 ス コ ア に 有意差はな
か っ た . 両 者 の 発現に 相関は な か っ た .
10. L M P l と B Z L Fl蛋白
両者 の 発現 に 相関は な か っ た .
11. L M P lと p53蛋白
L M Pl陽性群 と陰性群 で p53蛋白平均 ス コ ア に 有 意差は な
か っ た . 両者 の 発現 に も相関はなか っ た .
12. L M Pl と bcl-2 蛋白
L M Pl陽性群の bcト2 蛋白平均 ス コ ア ほ1 ,65 であ り, 陰性群
の 平均ス コ ア ほ1.72 であり有意差ほ な か っ た . L M P l陽性例17
例中16例(94 %) が bcl-2 蛋白陽性で あ っ た が , L M Pl 陰性例
39例中 bcト2 蛋白が陽性 の 例を34例 (87 %) 認めた . 両 者の 発現
に 相関はなか っ た .
13. B Z L Fl蛋白 と p53蛋白
B Z L Fl蛋白陽性群 の p53蛋白平均 ス コ ア は2,39 であり , 陰
性群の 平均 ス コ ア1.16に 比 べ 有意に 高値を 示 した (p<0.001).
両 者 と も陽性 の 例が1 6例 (29 %), 両 者 と も陰性 の 例 が 23例
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m ph n ode s.
上 咽頭癌 に お け る E BV, P53, bcl-2
(41%) で あ り, 両 者 の 発現に 相関を認め た (p<0･001).
14. B Z L F l蛋白と bcト2 蛋白
BZ L Fl蛋白陽性群と陰性群 の bcト2 蛋白平均 ス コ ア に 有意
差はな か っ た . 両者の 発動 こ相関ほ な か っ た .
15. p53蛋白と bcト2 蛋白
1) 両者の 比較
p53蛋白陽性群の bcl-2蛋白平均 ス コ ア ほ1 .84で あり , 陰性
群の1.52に 比 し高 い 傾向があ っ た が 有意差ほ な か っ た . 両 者の
発現に 相関はな か っ た .
一 方 bcl-2 蛋白陽性群 の p53 蛋白平均
ス コ ア ほ1.60 でかり陰性群 の1.17 より高い 傾向があ っ た が 有意
差はな か っ た .
2) 免疫二 重染色(図12)
p53蛋軋 bcl-2蛋白とも陽性の もの す なわ ち p53蛋白ス コ
ア が 2以上か つ bcl-2 蛋白ス コ ア が 1以上 の もの は上 咽頭原発
巣では28例, 頸部 リ ン パ 節 で は12例 であ っ た . 先に 述 べ た , 染
色範囲に よ る著者の 分類方法 に 従う と , 上 咽頭原発巣 に お い て
は分類 a) が 6例(21 %), 分類b) が12例(43 %), 分類 c) が 3
例(11 %), 分類d) が 2例(7 %), 分頬 e) が 5例(18 %) で あ
り , 一 丁方頸部 リ ン パ 節に お い て ほ分類 a) が 4例(33 %), 分類
Table 7. Dete ctio n of βglobin a nd E B V-D N A in m eta-
Static c ervic al lym ph n ode s a nd c o mpa ris o nwith e x-
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β･globin a nd E B V-D N Aw er edete cted by P C R. E B E Rs
W a Sdete cted byin situ hydridiz atio n. + . dete cted; -, n Ot
detected.
R J 1 2 3 4 5 6 7
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■ 1 2 2bp
Fig･13･ An aIysis of E B V D N Aobtain ed fr o m c er vic a,1 1ym ph
n ode m etastases of n a sopharynge al c arcin o m a 11 Sing P C R
and ele ctrophor esis. T hela n e s ar e a sfollo w s :R, Rajic e11
(positiv e c o ntr ol); J, Jurkat c el (n egative c o ntr ol); 1,
W H O-1(c a s eNo. 1 in Table 7); 2, W H O-2(c ase No. 2 in
Table 7); 3,5, W H O-2(c as eNo. 11, 4 a nd 5in Table 7);6
a nd 7, W H O-3 (c a s eNo, 12 and 13 in Table 7). P C R
pr oduct w a.s n ot dete cted in n u mber sl-3. ¢X1 74/Ha eⅢ
W a S u S ed a sDN Asize m arker. Sa mple sw er elo aded o n
2 %agar o segel.
6 03 bpト
1 94 bpト ■1 2 2bp
Fig.14. An alysis of EBV D NA obtained fro m prim ary
n as opharynge alc ar cin o m a u sing P C Ra nd ele ctr ophoresis.
T he la n e s are asfollo w s :R, Raji c ell(positiv e c o ntr ol);J,
Jurkat ce11(n egativ e c o ntr ol);1. r a ndo m s el cted o n e c as e
Of WH O-1 which didn ot show E B E Rs;2, rarldo m sel ct ed
O n e C a Se Of W H O-2 which didn ot show E B E Rs;3 a nd 4,
r a ndo m sele ct ed t w o c as es of W H O-2 which sho w ed
E B E Rs;5-7, r a ndo m s el ctedthr e e c as e s of W H O-3 which
Sho w ed E B E Rs;8, r a ndo m s el ct ed o n e c a se of ade n o c a-
r cin o m a which didn ot sho w E B E Rs. P C Rpr odu c t w a s
n otdete cted in n u mber sl, 2 a nd 8. ¢X174/HaeⅢ w a s
u s ed a sD N Asiz e m arker. Sa mple s w er elo aded o n2 %
agaro s egel.
Table 8. Detectio n of E B V･D N A in prim ar)
▼ n aSOPharyngealcac cino m a a nd c ompa rison with expr essiol
of E B E Rs
No. of c as es
Histolog y No. of ca ses E B V･DN A(十). E BV･DN A (十), EBV･D N A卜), EBV･D N A (p),
E B E Rs(+) E B E Rs(- ) E B E Rs(+) E B E Rs(-)
ⅥrH O-1 3
W H O-2 24
W E O-3 13













βglobin po sitiv e c a se s a r elist d. E B V･ D N Aw asdete cted by P C R. E B E Rs w a sdete cted by in situ
hybridizatio n. (+), PO Sitiv e;(q ), n egativ e
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b) が 5例(42%), 分類 c) が なく ▲ 分類 d) が 2例(17 %), 分
類 e) が 1例(8 %)で あ っ た(表6). 分煩 a) と分類 b) の 両 者
が 上 咽頭原発巣で は64%, 頸部 リ ン パ 節で は75% と多くを占め
た .
Ⅴ . パ ラフ ィ ン包埋組織 からの EBV - D N Aの 検出
1 . 頸部 リ ン パ 節か らの E B V-D N Aの 検出(表7)
頸部 リ ン パ 節か らの D N Aの 抽出は14例に お い て 施行 した .
覿織型別 には W H O-1 が 1例 , W H O-2 が1 0例 , W H O-3 が 3例
で あ っ た . β一 グ ロ ビ ン D N Aの P C R反応終了後 の 電気泳動像 で
は , 全例 に お い て β一 グ ロ ビ ン D N Aの 増幅 を 示 す 262bp の
D N A断片が検出 され た . また , E B V-D N Aの P C R反応終了後
の 電気泳動像 で は W H O-1 の 1例お よ び W H O-2 の 2例 を除く
11例に お い て E B V-D N Aの 増幅を示 す 1 22bp の D N A断片が
検出 され た( 図13レ ー ン 4 ～ 7). P C Rに よ る E B V-D N Aの 検 出
の 結果を ISH に よ る E B E Rs の 検 出の 結果と比較 して み る と ,
P C Rに よ り E B V-D N Aの 検出 され た11例は い ず れ も E B E Rs
が陽性 で あ っ た . P C Rに よ り E B V-D N Aの 検出 され な か っ た
3例 の うち , W H O-2 の 2例中1 例ほ E B E Rs も陰性 であ っ た
(図13レ ー ン 2)が 他 の 1例は EB E Rs が陽性 で あ り (図13レ ー
ン 3). また W H O-1 の 1例 は E B E Rs が 陰性 で あ っ た ( 図13
レ ー ン 1).
2 . 上 咽頭原発巣か ら の E B V-D N Aの 検出(表8)
上咽頭原発巣か らの D N Aの 抽出は49例に お い て施行 した .
β- グ ロ ビ ン D N Aの P C R反応終 了後 の 電気泳動像 で は ,
W H O-1 の 3例 , W H O-2 の24例, W H O-3 の 13例お よ び 腺病 の
2例 の42例 に お い て β- グ ロ ビ ン D N Aの 増幅 を示 す 26 2bp の
D N A断片が検出 され た . そ こ で 以下 の 検討は β- グ ロ ビ ン を検
出で きた42例を 対象と した . E B V-D N Aの P C R反応終了後の
電気泳動像で は , W H O-2 に お い て は2 4例中22例に . W H O-3 ほ
1 3例全例 に E B V-D N Aの 増幅を 示 す 122bp の D N A断片が検
出 され た (図14レ ー ン 3 ～ 7). W H O-1 の 3例 , W H O-2 の 2例
お よび腺病 の 2例に お い て は E B V-D N Aの 増 幅を示す 1 22bp
の D N A断片は検出 され な か っ た . P C Rに よ る E B V-D N Aの
検出の 結果 をISH に よ る E B ERs の 検出の 結果 と比較 して み る
と , P C R に より E B V-D N Aの 検 出され た35例中, W H O-2 の 1
例ほ E B E Rs は 陰性 で あ っ た (国1 4レ ー ン 2) が , 他 の 34例ほ
E B E Rs も陽性 で あ っ た . P C Rに よ り E B V-D N Aの 検出 され な
か っ た 7例 の う ち , W H O-1 の 3例(図‡4レ ー ン 1), 腺病 の 2
例(図14レ ー ン 8) お よび W Hb-2 の 1 例 ( 図1 4レ ー ン 2 ) は
EB E Rs も 陰性 で あ っ た が , W H O-2 の 1 例 に お い て ほ
E B E Rs が 陽性 で あ っ た . す な わ ち こ の 42例中 E B V-D N A,
E B E Rs と も陽性であ っ たも の ほ34例(81 %). 陰性 で あ っ たもの
ほ 6例(1 4 %) で あり , E B V-D N Aの 検出と E B E Rs の 発現 に ほ
相関が認め られ た (p<0.001).
考 察
上咽頭痛 ほ本邦 に お い ては 頭頸部悪性腫瘍の 中で 比較的頻度
は少な い が , 疫学 的に ほ 中国南部t シ ン ガ ポ ー ル に 好発す る .
本 邦でほ 年間人 口10 万人あた り約0.2人 の 発症 を み る の み で あ
る が , 中国南部に お い て は人 口1 0万人あた り20人を超す発症が
み られ る. こ れ は , ある特定の 覿織適合抗原(hu m a nle uko cyte
a ntige n, H L A)A 2 や, 中国人の 習慣的食物 で ある塩漬け魚に食
ま れ る ニ ト ロ サ ミ :/な ど人種的, 環境的困子の 関与が考 え られ
て い る . 組 織 学 的 に 未分化 な も の が 多く , Regaud
21) と
Schmin cke
22) が それ ぞれ に , 上 咽 頭 に 発生 した豊富な リ ン パ 球
浸潤を伴 う未分化な腫瘍 を リ ン パ 上 皮腫 と記載 して 以来リ ン パ
上 皮腫 と 呼ばれ て い た が , 超 徴形態学的 , 免 疫甑織学 的研
究23)封)に よ り腫瘍 は上 皮性 で あ り浸潤リ ソ パ 球 は 反応性 の もで
ある こ とが 判明 し, 現在 で は リ ン パ 上 皮腫の 名称ほ表記され て
い な い . E B V と 上咽頭癌 の 関連 は l 上 咽頭癌患者 に お い て
V C A, E A に 対す る IgG お よび IgA 抗体価の 上 昇を 認め る こ
と
25 卜 28) よ り血 清免疫学的 に 明確 とな っ た . また 上 咽頭癌観織内
で の E B V-D N A2g)30)や E B N A31)の 検出, さ ら に , 上 咽頭痛鼠織
に おけ る E B Vの 単 ク ロ ー ン 性 の 証明32)に よ り , 上 咽頭癌 が1
個の E B V感染細胞か ら発生 した こ と が 明確と な っ た . そ の 後
も分子生物学的手法の 発達に 伴い , P C R法 を 利 用 し て よ り鋭
敏 に 上 咽頭癌組織中 の E B V-D N Aを 検出す る こ と が 可 能 と
な っ た
33 ト 35)
. 分子生物学的に 証 明 され た E B V- D N Aの 腫瘍細胞
核内 へ の 局 在ほ t E B V中に 7 ～ 1 2個 繰 り 返 して 存 在する
Ba mHI-W 領域を標的 と した･IS H よ り認 め られ て お り5 脚 7), 病
理 組織学的に も E B V と上咽頭癌 の 関連 が証明 され る に 至 っ
た .
E B E Rs ほ E B V がコ ー ドす るポ リ A 鎖の な い 短 い R N Aで ,
E B E R-1 と E B E R-2 の 2種類あ り , そ れ ぞれ166 お よ び1 72ヌ ク
レオ チ ドか らな る . 両 者 とも潜伏感染細胞 に お い て 1細胞当た
り10
一個 と大量 に 塵生 され て い るが , 蛋白を コ ー ドせ ずそ の 機
能は 未だ定か で はな い . また , 潜伏感染細胞 で ほ核内蛋白と結
合 して 存在 して い るた め R N A分解酵素の 作用 を受け に くく安
定 で ある . こ の 豊富 な発現 と安定性ゆえ , E B E Rs に 対す る プ
ロ ー ブを用 い た IS Hに よ り パ ラ フ ィ ン 切片 に お い て も安定 し
て高感度に E B V を検出で きる . そ の た め 最近 で ほ , E B E Rs が
阻織中の E B Vの 同定 の ため の 最も鋭敏な指標 と して と らえ ら
れ て い る
38 卜 42)
. こ の よ うな 種 々 の 方 法濫 よ り , W H O-2 およ び
W H O-3 に お け る E B Vの 関与 は明白 とな っ た が , W H O-1 に 関
して は 統 一 した 見解 が得 られ て い な い . Ra ab-Tr a ub ら3〉ほ サ ザ
ン プ ロ ッ ト 法に よ り W H OT2 や W H O-3 に 比べ て コ ピ ー 数はき
わめ て 低い もの の W H O-1 の 全 例で E BVrD N A が検 出 さ れ た
と報告 して お り , P C R法 に よ り C ha ng ら33〉ほ 4例 中 2例 ,
W alter ら
35)は 2 例 中 1 例 , A ka o ら34)は 7 例 中 5 例 に
E B V-D N A を検出 して い る . W u ら39)ほ IS Hに よ り1 例中1例
に E B E Rs を認 め て い る . ～ 方 , Niedobitek ら3
7)ほ IS Hに より
8例す べ て が E BV-D N A が陰性 である こ と , 別 に43)ISH に より
9例す べ て が E BERs が 陰性 で あ る こ と , Dictor ら 頼 も検討し
た 2例が い ずれ も E B E Rs 陰性で ある こ と を報告 して い る. 今
回 の 研究 で は , IS Hに よ り W H O-1 に お い て E B E Rs が検出さ
れず , さ らに P C Rに て も E B V-D N Aを検出 しな か っ た . ～ 方
W H O-2 お よ び W H O-3 で ほ IS Hに よ る E B E Rs の 検 出 ,
PCR に よ る EB V-D NA の 検出は い ずれ もきわ め て 高率で あ っ
た . W H O-2 と W H OL3 で の きわ め て 高い 関連 を 確認 した と と
も に∴ W H O-1 での E B Vの 関 与 は 否定 的 と 考 え ら れ ,
W H O-1 と W H O-2 お よ び W H O-3 の 発癌原因ほ異な る もの と
考え られ た . ケ ラ チ ノ サ イ ト株 へ の L M Pl遺伝子の ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン に よ り , 分化が 抑制 され 44＼ ま た紡錘細胞様 の 形
態に 変化す る45) こ と ほ , E B Vの 感染 , さ ら に い え ば LM P lの
発現が分化度 の 低 い 腫瘍 の 発生 に関与す る こ と を 示 酸 して い
る . また 腺病に おい て は 2例と も E B E Rs, E B V-D N A は陰性で
あ り, E B Vの 関与ほ 否定的と思わ れ た .
正 常 ヒ ト B リン パ 球 に 試験管内で E B V を感染 させ る と よ そ
上 咽頭癌に おけ る E B V, p53, bcト2
の 細胞 は永久増殖化 しリ ン パ 芽 球株 (1ym phoblast oidc e11 Iin e･
LC L) が樹立 され る . L C Lで 発現が 認め られ る も の と し て は
E B ERs の 他に 6種類 の E B N Aと 3種類 の L M P が同定 され て
い る , E B NA l は他 の E B N A と異 な り , H L A-1 拘束性 EBV
特異的細胞障害性 T リン パ 球 (cytoto xic T lymphocyte･ C T L)
の標的抗原 に は な らず , 潜伏 E B V ゲノ ム の 維持 に 必 要 な蛋白
である , E B N A 2 ほ試験管内で の B リ ン パ 球の 永久 増殖化 に 最
も中心 的な役割を果たす蛋白であり , 他の 潜伏 E B V遺伝子 で
ある L M P l, LM P 2 A, L M P 2B な どの 遺伝子を活性化す る ･
E B N A 3群の E B N A 3 A,-3 B, -3 Cの うち E B N A 3,-3C は Bリ
ン パ 球の 永久増殖化 に 必要 と さ れ て い る . EB N A-L P(le ader
protein) もB リン パ 球の 永久 増殖化 に 必要な蛋白で E B N A 2と
ともに E B Vの13 リン パ 球 へ の 感染後最初に 発現す る . L M Pl
は膜蛋白で , L M P l遺伝子単独で ラ ッ ト の 培養線維芽細胞殊 に
腫瘍原性 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン を起 こす こ と が で きる
4 6)
･
また , L M P l が あcg-2 遺伝子を リ ン パ 球 内で 活性化 し , ア ポ
ト ー シ ス に よ る細胞死 を抑制す る
47) こ とが 知 られ て お り , B細
胞の 腫瘍化 に 重要な意義 を有 して い る . L M P 2 A, L M P 2Bの う
ち L M P 2 A は E BV 潜伏感染の 維持 に 重要で ある と考え られ て
い る . これ ら EB E Rs と 9 種類 の E B V特異的蛋白 は種 々 の
E B V関連腫瘍細胞 に よ っ て 発現が 異な っ て お り , E B V特異的
C T Lの 標的 とな らな い E B E Rs と E B N A lの み が い ずれ の 腫瘍
細胞 で も発現 して い る . E BV 関連腫瘍は E B N Aと膜蛋白の 発
現様式に よ り 3 つ の ク ラ ス ( Ⅰ塾 , Ⅰ塾 , Ⅲ型と 表記)に 分類 さ
れ る . Ⅰ 型ほ バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 に 代 表 さ れ , E B E Rs と
E B NA lの み が検出され る. Ⅲ型 ほ L C L や宿主 の 免疫 不 全に
よ り発症する 日和見 リ ン パ 腫に み られす べ て の 潜伏遺伝 子 を発
現して い る . 上咽頭癌 ほホ ジキ ン 病 や 皮膚 ･ 鼻腔の 末梢性T リ
ン パ 腫 と同様 に ‡型 で ある こ と が 知 られ て お り
4)48)
,
E B E Rs と
E B N A lの 他に L M P l や L M P2A, L M P 2 Bが 検出され る . 本
研究に お い て 病理 組織学的 に 潜伏感染に 関与す る E B V遺伝子
産物の 発現と増殖 サ イ ク ル の 遺 伝子産物 の 発現 を調 べ た と こ
ろ, L M Pl は約1/3の 例で陽性であ っ た が , E B N A 2 は全例で
陰性で あり , Ⅱ塾で ある こ とが 確認 され た . 潜伏感染か らウイ
ル ス 増殖サ イ ク ル へ の ス イ ッ チ は B Z L Fl蛋白が担 っ て い る .
B ZL F l蛋白は増殖サ イ ク ル の 前初期遺伝子産物で あ り , び ま
ん 型早期抗原 (diffu s ee arly a ntige n, E A-D) をコ ー ドす る
B H L F lや限局型早期抗原 (r e strict ed e a rly a ntige n, E A-R) を
コ ー ドする B H R F lな どの 初期遺伝子 , さ らに V C A をコ ー ド
する BcL F l や E B Vの 主 要 エ ン ベ ロ ー プ で あ る 糖蛋白3 50/
220を コ ー ドす る B L L F l な どの 後期遺伝子 を 活性化す る作用
を持つ . 本研 究で ほ BHL Fの 発現が B Z L F l蛋白に 依存 して い
な い こ と , B H L Fを発現す る細胞 が E B E Rs を発現する細胞 に
比しきわ め て少数 である こ と か ら, 増 殖サ イ ク ル に ある細胞 は
はとん どなく , ス イ ッ チ 蛋白が 発現 され て もそ の 後の 初期遺伝
子 の 活性化が生 じな い こ と , すな わ ち B Z L F l蛋白 の 不 活性化
が示 唆され た . しか し血 清学的に は 仁 増殖サ イ ク ル の 遺伝子産
物である V C Aや EA に 対す る抗体価が 上 昇お り , 散在 して み
られた B H L F陽性細胞 に 由来す るもの と思わ れ た . しか しな
がら Bro u ss et ら
49)は B H L F lを 検出 して お らず , 検出限界以下
の レ ベ ル で B H L Fなどの 初期 ･ 後期遺伝子が発現 して い る 可
能性が考え られ る . Niedobitek ら50), Sa m瑚 は B Z L Fl蛋白は検
出され な い と報告 して い る が , 抗 B Z L Fl蛋白抗体価 の 上 昇を
認め る別 の 報告印 が B Z L Fl蛋白 の 発現 を 示 唆 し て お り ,
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V C A抗体価や E A抗体価の 上昇 をもた らす増殖サ イ ク ル の 細
胞に 由来する と説明され てい る . しか し本研究 で示 蚊され る よ
う に B Z L F l蛋白を発現す るが増殖 サ イ ク ル に は移行 しな い 細
胞由来である こ とも別 の 可能性と して考え られ る . ヒ ト免疫不
全 ウイ ル ス (hu m a nim m u n odeffic e n cy viru S;HIV) 感染患者に
生ず る舌の 毛髪状白坂症(or al hairy le ukoplakia; O H L) で は
E B V- D N Aの 複 製 と B Z L F lm RNA が検 出 さ れ お り ,
L M Plm R N Aも検出され る 一 方 EBERs は検出 され てお らず,
生体 内(in viu o)に お い て 増殖サ イ ク ル で は E B E Rs ほ必発で は
な い
さ2)
. Be cke rら ば
3}O H L では, 舌粘膜 の 有辣層上層 にお い て
は B Z L Fl蛋白 を 核内に 認 め , さ ら に 前 初期 遺伝子産物
B R L F l, 初期遺伝 子産物 B H R F l, B M L Fl, 後期遺伝子産物
BcL Flも核内に 認 め られ る が , 基底層 に お い て は B Z L Fl蛋白
が細胞質に 認め られ た こ と , HIV未感染者 の 看で は基底層に お
い て B ZL Fl 蛋白 を細胞 質 に 認 め る が B R L F l. B M L Fl,
BcL Fl は認め な い こ とを 報告 して い る . 彼らほ , B Z L F l蛋白
の 活性化 に は 核で の 局在が必 須で あり , そ の た め に ほ 細胞側の
蛋白が必要 と され る 可能性 , 細胞 質か ら核に 移行して 活性化さ
れ る可能性 を示 竣 して い る . ま た Co chet ら
51)は B Z L F l遺伝子
の 転写の 過程で完全に ス プ ラ イ シ ン グ され た もの , ス プ ラ イ シ
ン グが 不完全なもの , ス プ ラ イ シ ン グ を受け て い な い も の が 存
在す る こ と を示 し, 不 完全 なもの の 中に は核内局在や D N A結
合な どの 主 た る機能 を有さ な い もの が ある可 能性も示嫁 して い
る . 本研究で は B Z L Fl蛋白の 発現は わ ずか な細胞 で は核内 に
み られ たもの の 大部分は細胞質 に 認め られ , 核 内 へ の 移動 の 不
可能 な , 不 完全な ス プ ラ イ シ ン グ に よ る蛋白を同定 して い る可
能性を示 唆 して い る . Z ha ng ら55)は , BZ L F l蛋白 と p53蛋白
が複合体形成に よ り試験管内で も生体内でも直接的 に 相互作用
する こ とを 示 し, 野生型 p53蛋白の 発現は B ZL Fl 蛋白に よ る
E B V薄伏感染か ら 増殖 サ イ ク ル へ の 移 行を 抑制す る こ と ,
B Z L Fl蛋白が p53蛋白依存性 の 転写活性化を抑制す る こ とを
示 して い る . こ の 直接的相互作用が , 潜伏感染か ら増殖サ イ ク
ル へ の 移行 の 調節に 大きく関与 して い る こ と を 示 唆 してい る .
細胞が発癌 に 至 るに ほ , 癌関連遺伝子 の 変異を伴う と され て
お り , これ に は癌遺伝子の 活性化と癌抑制遺伝子の 不 活性化が
考 え られ て い る . ♪53遺伝子は1 7番染色体短腕上 に ある癌抑制
遺伝子 で ∫ 種 々 の 悪性腫瘍 に お い て そ の 変 異が 認め られ て お
り , また 変異遺伝子産物 (変異型 p53蛋白) が 正常遺伝子産物
(野生型 p53蛋白)に 比 べ て安定 して い る こ と を利用 して 免疫組
織学的に こ れ を 同定す る試み が数多く さ れ て きた56). p53蛋白の
不活性化を もた らすの は 変異型 p53蛋白の み で はな く , S V 40
ラ ー ジ T抗原 , ア デ ノ ウイ ル ス EI B蛋白や ヒ ト乳頭踵 ウイ ル
ス (hu m a npapi1lo m avirus) E6蛋白な どの ある種の ウイ ル ス 蛋
白ある い ほ細胞蛋白で ある M D M 2遺伝子産物と複合体を形成
した 野生型 p53蛋白も不活性化 されて い る
57)
. ウイ ル ス 蛋白で
も S V 40ラ ー ジ T抗原, E IB蛋白は複合体形成 に よ る安定化が
p53蛋白の 機能を低下させ るが , E 6蛋白は p53蛋白の 崩壊を
進め て 機能を低下 させ る5
8)
. 本研究で の 病理 敵織学的検討 で は ▲




59}とほ ぼ同様の 結果であっ た . 一 方上 咽頭痛生検
観織に お ける 卵3 遺伝子 の変異に つ い て は , Eff叫 ら叫 は原発
部位18例 で は全 てみ られず頸部転移リ ン パ 節15例中 2例で エ ク
ソ ン 5 も しく ほ エ ク ソ ン 6 での ミ ス セ ン ス 変 異を , Spr u ck Ⅲ
ら6-】は15例全て に み られ ず , Su n ら
62)は22例 中1例で エ ク ソ ン
198
8 での ミ ス セ ン ス 変 異を , Nas rin ら
83- ほ25例中 1例で エ ク ソ ン
7 で の ミ ス セ ン ス 変異を 認め て い る が , い ずれ も上 咽頭痛 に お
ける 卵3 遺伝子 の 変異 の 頻度はきわ め て低 い と結論 して い る ･
こ の よう に 上 咽頭痛 に おけ る 卵3 遺伝子の 変異 がき わ め て 稀
で ある こ と を考慮す る と , 本研究で み られ た p53蛋白 の 発現
は j 野生型 p53蛋白が 不 括化 して発現 され て い ると 考える こ と
が でき る . Niedobitek ら
珊 は E B V とp53蛋白 の 発現 に は相関
は な い と して い る の に 対 し , 今回 の 研究で は , E B E Rs の 発 現
と p53蛋白の 発現に相関 が み られ た こ と , E B E Rs 陽性群 の
p53 蛋白ス コ ア が E B E Rs 陰性群 の ス コ ア よ りも高値 を示 した
こ とか らも , p53蛋白の 発現ほ E B Vの 存在に 関連 して い る こ
と , す なわ ち , 上 咽頭痛に お ける p53蛋白の 発現 ほ タ5 3遺伝
子変異 に よ るも の で は なく , E B V感染 に よ る野生型 p53蛋白
の 不 括化 に よ る も の と 推測 で き る . 更 に は p53蛋 白 と
B Z L F l蛋白の 発現に強 い 相関が み られ た こ と , B Z L Fl蛋白陽
性群の p53ス コ ア が B Z L Fl蛋白陰性群に比 し著明な高値を示
した こ とは , B Z L F l蛋白が野生塑 p53蛋白の 不 活化に関与 し
て い る 可 能性を 示 唆す る . こ れ は Z ha ng らが 示 し た よ う な
p53蛋白と B Z L Fl蛋白の 相互作用 を裏付け るもの で あ るが ,
先 に 述 べ た よ う に , p53蛋 白 は 核内に 発現 が み ら れ た が ,
B Z L Fl蛋白の 発現は核内 で はわ ずか の 細胞の み で多く は細胞
質に み られ た こ とは 1 Z ha ng らが示 した 直接的な作用 の ほ か に
間接的な相互作用 の 存在を 示 改するもの で ある . レ チ ン 酸受容
体
64) や 核 因 子 ㍍B矧 が B Z L F l蛋 白 と の 相 互 作 用 に よ り
BZ L F l蛋白の 磯能 を低下 させ る との 報告もあり , こ の よ う な
細胞蛋白や , ある い ほ機能が未知 の E B V由来 の ウ イ ル ス 蛋白
に , p53蛋白 と B Z L Fl 蛋白の 間凍的相互作用の 補助因子と し
て の 可 能性が考 え られ る .
bcト2 蛋白は ミ ト コ ン ドリ ア 内膜蛋白で ア ポ ト
ー シ ス を 抑制
す る こ と に よ り , B 細胞 の 生存 に有利 に 働く作 用 を 持 つ
砧l
▲
bcl-2 蛋白 ほ 当初 t (1 4;18) 転座 の あ る濾胞性悪性 リ ン パ 腫
特異的に発現す る と い わ れて い た
67}が , そ の 後転直 の な い も の
で の 発現や び まん 性悪性 リ ン パ 腫 で の 発現 が 報告 され
88)69)
, 現





どで もそ の 発現 が 報告 され て い る . 試験管 内 に お い て は よ
L M P l遺伝子が ∂cJ-2 遺伝子 の 発現を高め ア ポ ト
ー シ ス を 回避
す る
48) こ と が知 られ て お り , E B V関連腫瘍に おけ る bcl-2 蛋白
の 関与 が注 目 されて い る . 病理阻 織学的 に ほ 滞伏感染 1型を 示
す リ ン パ 球増殖性疾患 であ る ホ ジキ ン 病で の 報 告 が 多 い ･
Ar mstro ng ら
7a)
, K ha n ら
T4)
,Jiw a ら
75)は い ずれ も , ホ ジ キ ン 病
に お ける bcl-2蛋白 の 発現は L M Pの 発現に 依存 しな い と結論
して い る . 上 咽頭癌 に お い てほ , Lu ら
柑)が bcl-2 蛋白の 発現が
未分化癌の 原発巣22例中刷軋 頸部転移 リ ン パ 節で23例中18例
で み られ る と報告 して い る . さ ら に こ れ ら4 5例 の な か で
E B V-DNA が陽性 の も の37例中30例 , 陰性の も の 8例中6例 で
bcト2 蛋白の 発現 が み られ , ま た L M Pを 評価 しえた2 9例の な
か で L M P陽性例 9例中鋸軋 陰性例20例中1 7例に bcト2 蛋白
の 発現 がみ られ る こ とか ら , bcl-2蛋白の 発現 は L M P に依存 し
な い と して い る . 本研究で も, bcト2蛋白は W H Oの 艶織塑を問
わず , ま た腺病 に も発現 がみ られ , その 発現率 ほ89% と きわ め
て高い とは い え , L M Plの 発現 と の 相関は なく , 平均 ス コ ア も
L M P l陽性群 と陰性群で は ほ ぼ同値で あり , bcl-2 蛋 白の 発現
は L M Pに 依存 しない こ とが判明 した .
bcl-2 蛋 白 は ア ポ ト ー シ ス を 抑制す る働きを も ち , 野 生型
p53 蛋白は ア ポ ト ー シ ス を 誘導する働きをも つ . 前者 は癌遺伝
子産物 , 後者ほ 癌抑制遺伝子産物 と して 考え られ て お り, とも
に 発癌 に 関 して重要 な意義 をも つ . W a ng ら
7丁) ほ , T細胞 リ ン
パ 腫細胞株 に 温度感受性 ♪53 遺伝子を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し野生型を発現 させ て ア ポ ト ー シ ス を誘発す る際 に , あc才一2 遺
伝子も同時に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン する と ア ポ ト ー シ ス が 抑制
され る こ とを 報告 した . 免疫敵織化学的 に は , 神経 膠腫 で は
bcト2 蛋白の 発現は変異型 p5 3蛋白を発現 した もの よ りも野生
型 p53蛋白を発現 した もの の はう が有意 に 高い
丁8)こ とが 示 され
て お り , こ の よ う に bcト2 蛋白 と不 活化 した 野生型 p53蛋白の
関連が 示 唆 され る . 本研究で は , p53蛋白 と bcト2 蛋白の 発現
に 相関 はみ られず直接の 相互 作用 の な い こ と が示 唆さ れた が ,
両者とも陽性で あ っ た 症例 は5 0% で あ り , 不 活化 した 野 生型
p53蛋白 と bcl-2蛋白を同時 に 発現 して い るもの と 思われ た ･
さ らに , 免疫 二 重染色の 結果は , 上 咽頭原発巣で ほ64% , 頚部
転移 リ ン パ 節の 75%が 著者 の 分類 の a 型も しく は b 塾に 相当
し, また 染色 され る細胞 の 割合も bcl-2 蛋白陽性 の も の が 圧倒
的に 多く , 癌の 多段階発癌 モ デ ル と して捉 え るな ら , bcト2蛋白
の 過剰発現 が お こ り , E B Vの 感染等 に よ る野生型 p53蛋白の
不 活性化を は じめ とす る 細胞側の 異常 が生 じるもの と予想され
る .
本研究 で は 病理観織学的 に , E B V遺伝子産物 , 試 験管内 で
E B V と関連 の ある癌遺伝子産物 bcl-2蛋白 , ヒ トの 種 々 の 癌で
変異 ･ 不 活性化 が示 され て い る癌抑制遺伝子産物 p53蛋白の
発現と相互関係 に つ い て 検討 した . 発癌 の メ カ ニ ズ ム は こ の よ
うな 数種の もの で 規定 しえ な い 複雑な もの で ある が , こ れ ら数
種 の もの の 上 咽頭癌 へ の 関与 に つ い て 提示 し た . 上 咽頭癌と
E BV の 関連が 示 唆 され て約30年経過 した が , 上 咽頭癌ほ試験
管内 モ デ ル の 作成 が難 しく , E B V がどの よう に 発癌 に 関与し
て い る か 未だ 十分な結果ほ得 られ て い な い . 当教室 で 樹立 した
E B V ゲノ ム 保有上 皮細胞株 N P C-K T を 用い て , 本研究で の 病
理 組織学的検討 の 結果を分子生物学的に 解明 して い く必要があ
る .
結 論
上 咽頭癌症例の 原発巣5 6例 , 頸 部転移 リ ン パ 節1 8例に お い
て , 免疫組織化学的に E B V遺伝子産軌 p53蛋白 , bcl
-2蛋白
の 検出を行 い , また P C R法 に よ り E B V-DN Aの 検 出を 行い ,
以下の 結論 を得 た .
1 . E B E Rs 陽性例 ほ , 56例 中46例(82 %) に 認め た . 組織別
に ほ W H O分煩 の 2塑( 分化型非角化癌) で は3 2例中3 0例
(9 4 %), 3型 (未分化癌)で は17例中16例(94 %)に 陽性であ っ た
が , 1型(扁平上皮癌)で ほ 5例す べ て が陰性 であり , 1型に お
ける E B Vの 関与ほ 否定的と考え られ た ･
2 . E B V-D NA は, 検討 した42例中35例(83 %) で 検出 され
た . EB E Rs と 同様に W H O分類 l型 の 3 例 で は 検出 さ れ な
か っ た . E B E Rs の 検出と , E BV-D N Aの 検出は ともに E B V を
同定す るた め の 鋭敏な 指標 で あ る こ と が 示 唆さ れ た ･
3 . E B V は潜伏感染状態 にあり , L M P lの 発現が56例中17
例(30 %), E B N A2 の 発 現が み られ な い こ とか ら潜伏感染様 別
型であ る こ と が 示 さ れ た . B Z L F l蛋白陽性例 は55例中18例
(32 %)に 認め た れ B H L Fの 発現 は56例中6例(11 %)で散在し
て みられ る の み で あ っ た . BH L Fの 発現 が検出感度以下の 可能
性もある が , B Z L Fl蛋白 の潜伏感染か ら増殖サ イ ク ル
へ の ス
上 咽頭癌 に お け る E B V, p53, bcト2
ィ ヅ チ 機能が不 倍化 し, 増殖サ イ ク ル に は移行 して い な い こ と
が示 酸され た .
4 . p53蛋 白陽性例 は 5 6例中 3 1例 (55 %) に 認 め た が
E B E Rs の 発現と 相関 して お り(p<0･05), p53蛋白 の 発現に お け
る EB Vの 関与が 示 唆 され た ･ 掛 こ, B Z L F l蛋白の 発現と の 間
に 掛 ､相関を 認め (p< 0･001), 相互 作用 に よ っ て , B Z L F l蛋白
に よ る野生型 p53蛋白 の 不 活性 化 p53蛋白 に よ る B Z L F l蛋
白の 不 活性化が生 じて い るも の と推測 され た ･
5 . bcト2 蛋白陽性例 は56例中5 0例 (89 %) に 認 め た が ,
bcl-2 蛋白の 発現は E B E Rs の 発現お よ び LMPl と の 発現 と相
関が なく , E B V感染 に 依存するも の では な い と 考え られ た ･
6 . 臨床背景因子 と して , E B V抗体価 と E B E Rs の 発現に 強
い 相関をみ た (p<0.001)･ E BE Rs の 検出が E B V同定の きわ め
て鋭敏な方法である こ とか ら , E B V抗体価 の 測定 は臨床的 に
ス ク リ ー ニ ン グ へ の 利 用な ど有意義 で ある と 思わ れ た .
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Detection of Epstein- Barr V ir us Ge ne Prod11CtS† p5 3 Protein a nd bcI-2 Pr otein in Nas opharyngeal Ca rcin o m a
Shigeyuki Muron o, Depar tm e nt Of Otolaryngolog y, School of Medicine, Kanazaw a Universlty, Ka n azaw a 92 0
- J･ Juze n
Med S∝ . , 1 05,1 8 7
-
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Key w ords na s opharyngealc arcino m a, Epstein
- Ba rr viru S,P53, bcl-2,histopathologlC alstudy
A bstra ct
A role ofEpstein- BarrviruS(EB V)in n as opharynge alc arcino m a w ashistopath0logicallyinves tigated by detection of
E B Vge n epr odcut s. In si(u hybridiz ation u sing E B Ve n c oded s m all R N As(E B E Rs)pr obe, B H L Fpr obe, a nd
im mun ohistochemistry using m o n oclo nal antibodies againstlate nt m ebrane protein l(L M Pl), E BV- a S S O Ciated n uclear
an tigen2(E B N A 2), andBZ L Flprotein, W a SPerfbr medin 56prim ary nasopharyngeal carcin o m as･ Expre s sion ofboth the
p53tu m or sup pressor gene product and the bcl
-2 pro to
-OnC Ogene prOdc utwa s alsoin vestigated byim m unohist ∝he mis町
using m o n ∝lo n alantibodies. E B E Rs w asdetected in 46 c as es(82 %), L M P Iw a sdetectedin 17c ases(30%) where as
E B N A 2<w asnot detectable . Ac c ording to the W orld Health Orga niz atio n classification , 3 00f 3 2c as es(94 %)in
difftre ntiated non -kera tinizing carcin o m a(N K C)a nd 16 0f 1 7c ases(94 %)in undiffere ntiaed c arcinom a(UC)showed
E B E Rs
,
bu tnone of 5cases ofsqua m ous c ellc arcin o m a(S C C)nor2c ases ofaden oc arcin om a sho w ed E B E Rs･ E B V- D N A
w as also detectedin 2 20f 2 4cases of N KC and in all 1 3cases ofU C by polym erase chain re a c tio nbut n o tin3 cases of SCC
or2 ca s e s ofaden ∝ arCin o m a. Thesefindings confirm1ate ntinfection of E BV, .e SpeCia1y phe n oty plCal late ncy
-II, in N K C
and U ebu t n otin S C C. bcl-2 protein was positivein 50 cas e s(89%), butits e xpressio ndidno tdepe nd on e xpression of
L M P l, Which didn ot demonstrat einduc tio n ofbcl-2 by L M P las see nin vitr o . Cytoplas mic B Z L Flexpression wa s
dete c tablein 1 8cas e s(3 2 %) whereasB H L Fw a spositiv e o nlyin 6 cases(1 1 %). T hisfinding sug gestsB Z L F l, Which
dis ruptSviral 1atency, do e sno tfunction despiteits expre s sion･ P5 3pro tein wa spositivein 3 1c as e s(5 5 %), a nd therewa s a
distinct c orrelation betwe en e xpres sion of B Z L F Ipro tein a nd p5 3pro tein(p < 0. 001).
r
n-isfinding suggests theinte ra c tion
bet w en B Z L F Iprotein a ndfj5 3protein, Which in ac tivate e a ch other,is one ofthe tum onge nicfactorsin N P C･
